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羊栖菜多糖通过激活 Caspase 途径诱导

Lovo 细胞凋亡
严磷磷梁倩*李继承**

(浙江大学细胞生物学研究所，杭州 310031)

摘要 研究了羊栖菜多糖(Sargassum Fusiforme Polysaccharides , SFPS)诱导人大肠癌 lovo

细胞凋亡及凋亡过程中 caspase-3 ， caspase也 caspase-9 的活性变化。M1T法检测 SFPS 对 lovo 细

胞增殖的抑制率;通过电镜、琼脂糖凝肢也泳、流式细胞术鉴定细胞凋亡;应用 Westem 印迹法

测定 caspase-3 酶原和 caspase-9 的变化; RT-PCR检测 caspase-3 mRNA 表达; caspase-3 、 caspase-

8 、 caspase-9 ~.舌性检测试剂盒观察 caspase-3 ， caspase-8 、 caspase-9 的活性改变。结果显示， SFPS 

对 lovo 细胞增殖有显著抑制作用，经形态变化、 DNA条带和流式细胞分析，可见明显的细胞凋亡

特征。 SFPS 处理 lovo 细胞后，发现 caspase-3 酶原蛋白表达降低， caspase-3 mRNA 高表达，并具

有剂量和时间的依赖性。而在检测蛋白中，也发现 caspase-9被激活进而形成具有活性的片段。另

外， caspase 的活性检测也进一步发现 caspase-3 、 caspase-9 的活性逐步增高。实验结果提示 SFPS

在体外诱导lovo细胞凋亡，这可能是SFPS抑制肿瘤增殖的机制之一，并且是通过激活启动caspase-

9，进而激活下游放应 caspase-3 的级联反应来实现的。

关键词 羊栖菜多糖; lovo 细胞:凋亡; caspase-3 、 caspase-8 和 caspase-9

目前，对多糖抗肿瘤作用的研究引起了国内外

学者的广泛关注。羊栖菜多糖(Sargassum Fusiforme 

Polysaccharides. SFPS)是从羊栖菜[Sargassum

Fusiforme (Hary) Setch.] 的全藻中分离得到的多糖。

近年来，关于 SFPS 及马尾藻科植物有效成分的抗

肿瘤作用及其机制的研究已有报道口，2)，并证实具有

一定的抑瘤作用，而其抗肿瘤作用的机制复杂，尚

未阐明。在试验中，我们己发现 SFPS 在体外能显

著抑制人大肠癌细胞系 lovo 细胞，并通过诱导其凋

亡来实现。在此基础上，通过 caspase-3 ， caspase-8 、

caspase-9 ~.击性的检测，初步探讨 SFPS 体外诱导 lovo

细胞凋亡的机制，为开发有效的中药资源提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人大肠癌细胞系lovo细胞(购于中科院上海生化

细胞所细胞库)，贴壁培养于含 10% 胎牛血清(杭州

四季青产品)的 DMEM/F-12 (Gibco 产品)培养液中，

在 37 .C 、 5%C02 '饱和湿度的培养箱中培养。
1.2 MTT 试验

取对数生长期细胞接种于 96 孔板上，每孔 100

μ}，密度为 105 个 Imlo SFPS(由本研究所提取并鉴

定)以 D-Hanks 液配成 20 g/L 的储存液， 4 .C冰箱

保存，使用时以培养液稀释成不同浓度(1000 mgl 

L 、 500 mg/L 、 300 mg/L 、 50 mg/L 和 5 mg/L)力日

入 96 孔板，分别培养 24 h 、 ~6 h 、 48 h 、 72h 。

每孔 100μ1，每组设 6 个复孔，对照组加入等体积

培养液。实验中止前 4 h 每孔加入 20μl 四甲基瞠

氨蓝(MTT. Amresco 分装产品).培养结束时倾去

培养液，加入 150μ1 DMSO. 完全显色后，以酶

联免疫检测仪在 550 nm 波长，测 A 值， SAS 软件

进行统计学处理后，按下列公式计算抑制率:

抑制率=(1一实验组平均A值/对照组平均A值)

xl00% 。

1.3 DNA 提取和琼脂糖;疑胶电;在
取对数生长期细胞，以 105 个 Iml 接种于 50 ml 

培养瓶中培养，加入 SFPS 使终浓度分别为 5 mgl 
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L 、 50 mg/L 、 300 mg/L 、 500 mg/L 和 1000 mg/ 

L , 24 h 后按 DNA 梯形条带提取试剂盒(北京鼎国

生物公司产品)说明书提取 DNA。取 3.5xl0 4 ml 所

制备的样品用 0.8% 琼脂糖(Sigma 公司产品)凝胶电

泳， UV 灯 F观察、摄影。

1.4 细胞形态学观察

取对数生民期细胞以 105 个 Iml 接种于 50 ml 培

养瓶中培养，加入 SFPS 使终浓度为 300 mg/Lo 72 

h 后收集细胞，按常规方法制备透射电镜和扫描电

镜标本， TECNAL-I0 透射电镜和 STEREOSCAN

260 扫描电镜观察，摄影。

1.5 膜联蛋白(annexin) V -FITCIPI 检测细胞凋亡

率

取对数生长期细胞，以 105 个 Iml 接种于 50 ml 

培养瓶中培养。以正常培养 24 h 的细胞作为对照

组，设置药物剂量梯度(5 mg/L 、 50 mg/L 、 300

mg/L 和 500 mg/L SFPS)和时间作用梯度(12h 、 24

h 、 48 h 、 72 h) 。收集细胞样品，生理盐水洗涤。

按膜联蛋白 V-FITCIPI 试剂盒(德国 BM 公司)说明书

处理: PBS 洗 3 次，将细胞重悬于 200μ1 缓冲液，

加入 10μl 膜联蛋白 V-FITC 和 5μlPL 避光宰温反

应 15 min，再加入 300μI 缓冲液，泪匀后室温温

育 15 min ，上机检测。

1.6 Western 印迹检测 caspase-3 、 caspase-9 的

变化

取对数生长期细胞，以 105 个 Iml 接种于 50 ml 

培养瓶中培养。以正常培养 24 h 的细胞作为对照

组，设置药物剂量梯度(5 mg/L 、 50 mg/L 、 300

mg/L 和 500 mg/L SFPS)和时间作用梯度(12h、 24

h 、 48 h 、 72 h) 。收集细胞样品，生理盐水洗涤。

按常规方法提取蛋白质，紫外分光光度法测定蛋白

质浓度。加入 5μl5x 上样缓冲液(0.312 mol/L Tris­

HCl pH 6.8 , 50% 甘油， 10%SDS , 0.259毛民酌蓝，

25%β 琉基乙醇)。煮沸 5 min 后，进行 SDS-PAGE

(1 0% 分离胶， 4% 浓缩胶)，按蛋白质含量测起结

果每孔加入 50 问蛋白质，恒压 100 V 电泳至分离

胶底部，转移到 PVDF 膜上。封闭过夜后，按照

蛋白质标准(marker) (Invitrogen 公司)切割 PVDF 膜，

·研究论文·

并分别加入 1 : 500 稀释的羊抗人。肌动蛋白多克隆

抗体(Santa Cruz 公司)，兔抗人 caspase-3 多克隆抗

体(博士德生物有限公司)和鼠抗人 caspase-9 多克隆

抗体(Cell Signaling)，摇床上振摇 2 h , PBS-T(3 .48 

g/L Na2HP04.12H20 , 0.2 g/L KH2P04 , 8 g/L NaCI, 

0.2 g/L KCL 1 ml/L Tween-20 , pH 7.2)洗涤 3 次，

每次 15 min。再分别加入 1 : 1 000 稀释的兔抗羊

IgG-HRP，羊抗兔IgG-HRP手Ll兔抗鼠 IgG-HRP(北京鼎

国生物公司)，摇床上振摇 1 h , PBS-T 洗涤 3 次，

ECL 试剂(Pierce 公司)显色、曝光。

1.7 RT-PCR 检测IJ caspase-3 mRNA 的表达

取对数生长期细胞，以 105 个 Iml 密度接种于

50 ml 培养瓶中培养。以正常培养 24 h 的细胞作为

对照组，设置药物剂量梯度(5 mg/L 、 50 mg/L 、

300 mg/L 和 500 mg/L SFPS)和时间作用梯度(12h、

24 h 、 48 h 、 72 h) 。收集细胞样品，生理盐水

洗涤。参照 Trizol 试剂盒说明(lnvitrogen 公司)提取

细胞总 RNA。用紫外分光光度仪测定 A2601A280' 比

值在l.9-2.0 之间，计算 RNA 含旺。按 RT-PCR 试

剂盒(lnvitrogen 公司)操作获取 cDNAo PCR 反应体

系 25μ1.含 2μ1 cDNA 范本， 2.5μ1 lOx 缓冲液，

1.5μ1 2.5 mmol/L MgCl 2 , 1.0μ1 2.5 mmol/L 4x 

dNTPs , 5μmol/L caspase-3 上、 F游引物I坷('1 1 物

设计见表 1)各 0.5μL 10μmoll L homo ß 肌动蛋白

上、 F游引物各 0.5μL 0.5 U Taq DNA 聚合酶。

Caspase-3 和 homo ß 肌动蛋白共扩反应参数为: 94 

"C 5 min; 94"C 1 min, 62 "C 1 min , 72"C 1 min 32 

循环，.最后 72 "C延伸 10 mino PCR 产物用 2% 琼

脂糖凝胶电泳，经 GIS 凝胶图像处理系统计算条带

光密度值。细胞 caspase-3 mRNA 表达水平以其与

日肌动蛋白光密度比值来表孟。

1.8 Caspase-3 、 caspase-8 、 caspase-9 自引舌"主

检测

取对数生长期细胞，以 105 个 Iml 密度接种于

50 ml 培养瓶中培养。以正常培养 24 h 的细胞作为

对照组，设置药物剂量梯度(5 mg/L 、 50 mg/L 、

300 mg/L 和 500 mg/L SFPS)和时间作用梯度(12h、

24 h 、 48 h 、 72 h) 。收集细胞样品，生理盐水

Table 1 PCR primers and amplified products 
PCR primers 
Homo ß-actin forward sequence 

Caspase-3 
reverse sequense 

forward sequence 
reverse sequense 

Sequence (5' to 3') 
GACTACCTCATGAAGATC 
GATCCACATCTGCTGGAA 
CAAACTTTTTCAGAGGGGA TCG 
GATCCACATCTGGAA 

Amplified products 

496 bp 

272 bp 
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在 500-1000 mg/L 时，曲线陡然升高，杀伤率高

达(9 1. 8 :t 3.1)% ，表明抑制率发生了显著变化(图

1B) 。

2.2 凋亡细胞的 DNA 断裂

不同浓度 SFPS 处理 1ovo 细胞 24h 的 DNAì疑胶

电泳结果如图 2 所示，在 5 mg/L SFPS 处理 24 h 

后，日iJ诱导细胞产生典型的 DNA 梯形条带，呈

180-200 bp 整数倍递增。随着药物浓度的增高，

SFPS 浓度增高达 500 mg/L 时， DNA 梯形条带模

糊，开始出现"涂片状 "(smear) ，表明过 l自剂量

的 SFPS wJ在诱导凋亡的同时，导致部分细胞坏

死

2.3 电镜下凋亡细胞超微结构的改变

正常培养的 1ovo 细胞多旦梭形，有 j三富的微绒

毛和丝状伪足(图 3A) ，而且细胞器结构完整，核

内染色质分布均匀(图 3B)。经 300 mg/L SFPS 诱导

72h 后，可观察到一系列问亡特征性的形态半改变:

1ovo 细胞收缩变圆，伪足和微绒毛消失(因 3C); 核

内染包质Jl1集，沿核膜内侧分布，胞质中有二21包形

成(图 3D); 细胞表面突出赳泡，与细胞分离(罔

3曰:胞浆内，可见片层状内质|吟轻做扩张，线粒

体肿胀，但结构完整(图 31汁。

2.4 膜联蛋白 V-FITC/PI 检测细胞早期;用亡率

早期凋1'~细胞膜 r.~进脂对称4怕的改变使得磷脂

肮丝氨酸(PS)暴露于细胞膜外， PS 可特异纣合标记

有异硫氨酸荧光素(FITC)的膜联蛋 (1 V (Annexin V) , 

但细胞仍然维持其胞膜的完整，因此使变性染色质

严烧f药等:羊柄j丧多糖通过j敖 i币 Caspase 途径诱导 Lovo 细胞凋仁

洗涤。按 11\剂盒(Caspase Co1orimetric Assay Kit)使

用说明操作。主要步骤为:加细胞裂解缓冲液，

冰上放置 10 min ，离心(1 0000 g , 1 min) ，取上

洁液，检测总蛋 (1量，稀释 100μg 总蛋白到 50μl

细胞裂解液中，再加 50μ12x 反R缓冲液和 5μl 相

应的{自联底物， 37 oC Ilfil 育 1 h ，在分光光度计上

以波长 405 nm 检测(即为 caspase 的相对活性)。

统计学处理

试验数据用王:ts 表示，多组间比较采用 SPSS

12.0 for Windows 软件包中的 one-way ANOVA，组

问两两比较采用 LSD 和 SNK 检验。

MTTì式马金

SFPS 作用 f1ovo 细胞后，对细胞的增殖具有

定的抑制作用。如图 lA 所示，在不|司浓度的

SFPS 作用 f ，时间的延长并没有显著改变抑制

率: '~~农度范因为 5-50 mg/L 时，抑制率随药物

作用时间的延长有远渐升高的趋势:当 300-1000

mg/L 时，基本维持在药物作用 24 h 后的拥制率。

而如图 lB 所辰，随着 SFPS 浓度的增加，抑制作

用明园加强，具有-定的剂量依赖性。尤其当浓度
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Fig.3 1、he ultrastructural changes in lovo cells 

A, B: control; C-F: lovo cells treatcd with 300 I11g/L SFPS for 72 h 
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Fig. 4 Flow cytometric analysis of apoptosis 

A: control; B: lovo cell trcated with 300 111旦IL 川、 SFPS for 72 h 
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:古巴的 PI 不能进入细胞内。在流式细胞术观参数的

虫、 l冬I (问 4)1'.: k l'lj[~ a M水;占细胞(LL: JJ莫瞅蚤1'1

Y /PI ); ~， I'. 象 Ijl~ c 足非i~~ 细胞，口11坏死细胞(UR:

眼l股证 1'1 Y+/PI+); 1 (i] ~I r:象 Ir~ b J.;叫 l、:细胞(LR: 脱

联击 (1 Y+/PI )。从丘 21'J 见， 1'r:伞，ô农!立范围内，

随手"1:{\_ J立的川 IIU ， 问 1': 二字崖沟[升 l旬， lL 中:{r: 300

mg/L SFPS 1lJlJìJ,"íJ 1 、马气 lflj达 20.58%。的j随着浓度的

继续JI-，坷，细胞的川 r' : '中〈反 I的川年 1刁能引起细胞
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坏死。在 300 mg/L SFPS 作用下，细胞凋亡率也

相应的升高，具有时间的依赖性(表匀，但同时随

着作用时间的延长，细胞坏死也增加。

2.5 Caspase-3 酶原蛋白的表达水平

Western 印迹结果显示(图 5A. 图 5B). 不同浓

度的 SFPS 处理 lovo 细胞 24 h 后. caspase-3 酶原蛋

白带变细，并随浓度增加. caspase-3 酶原与 P 肌

动蛋白的光密度积分值之比逐渐减小(图 5C). 即

caspase-3 酶原裂解增加。 300 mg/L SFPS 处理 lovo

细胞 12 、 24 、 48 和 72h 后. caspase-3 酶原蛋白

带也变细，而随着时间延长. caspase-3 酶原与 自

肌动蛋白的光密度积分值之比也逐渐减小(图 5D) 。

可见. caspase-3 酶原蛋白的裂解，随着药物作用

浓度的升高，药物作用的时间延长而增强。

2.6 Caspase-3 基因 mRNA 的表达水平

RT-PCR 结果显示(图 6A. 图 6酌， 不同浓度的

SFPS 处理 lovo 细胞 24 h. caspase-3 与日肌动蛋白

共扩增的 PCR产物条带比值逐渐增高，表明随着药

物浓度的增加. caspase-3 mRNA 的表达提高。 300

mg/L SFPS 处理 lovo 细胞 12. 24. 48 和 72h 后，

caspase-3 与 P肌动蛋白共扩增的 PCR产物条带比值

也逐渐增高(图 6C. 图 6D). 表明随着药物作用时

间的延长. caspase-3 mRNA 的表达也逐步提高。

2.7 Caspase-9 酶原的激活

Western 印迹结果显示(图 7). 不同浓度的

SFPS 处理 lovo 细胞 24h后 . caspase-9 酶原(47 kDa) 

Table 2 The ratio of apoptotic lovo cells after SFPS treatment 

Groups Quad % gated Groups Quad % gated 

24 h a b c d 300 mg/L a b c d 

Control 97 .60 2.05 0.29 0.06 Control 96.01 1.81 0.51 1.67 

5 mg/L 72.61 12.50 5.06 9.83 12 h 77.91 11.78 5.22 5.09 
50 mg/L 63.91 23.15* 7.49 5.45 24 h 71.10 24.63* 2.98 1.29 

300 mg/L 63 .4 1 20.58* 4.71 11.30 48 h 61.34 30.60* 5.45 2.62 

500 mg/L 65 .42 19.03* 4.92 10.63 72h 49.90 43.74* 3.22 3.15 

*P<O.Ol vs control group. The number in bold indicated the ratio of early apoptotic lovo cells 

(A) (B) 

+-- ß-actin --+ 

~ pro-caspase-3 ... 

0.8 
~ -- ~ 0.8 

0.7 0.7 

。.6 0.6 

。.5 0.5 

H 回E也ZB b 。.4

。.3

昆 0.4

== 0.3 
也õ

。"。币= 
。.2

0.1 

比。唱

0.2 
" 扫而。

0.1 

。 。

。 5 50 300 500 12 24 48 72 

SFPS (mg/L) Time (h) 

Fig. 5 Western blot analysis of pro-caspase 3 and jJ-actin of lovo cells treated with SFPS 

(A) 1- 5: lovo cells treated with 0, 5, 50, 300 and 500 mg/L SFPS for 24 h; (B) 1- 4: 1ovo cells treated with 300 mg/L SFPS for 12, 24, 48 and 
72 h, respectively; (C), (D): ratio of integral absorbance between pro-caspase 3 and ß-actin. 
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• 496 bp 

• 272 bp 
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Fig. 6 RT -PCR analysis of caspase-3 mRNA of lovo cells treated with SFPS 
(A) 1- 5: lovo cells treated with 500, 300, 50, 5 and 0 mg/L SFPS for 24 h, respectively; (B) 1- 4: lovo cells treated with 300 mg/L SFPS for 
72, 48, 24 and 12 h; (C) , (D): ratio of mRNA content between caspase-3 and ß-actin. 

(A) (B) 

• 47 kDa • 47 kDa 

• 35 kDa • 35 kDa 

C 2 3 4 C 2 3 4 

Fig.7 Western blot analysis of the cleavage of pro-caspase-9 
(A) 1-4: lovo cells treated with 5, 50, 300 and 500 mg/L SFPS for 24 h; (B) 1- 4: lovo cells treated with 300 mg/L SFPS for 12, 24, 48 and 
72 h, respectively. C: control. 

被激活发生裂解，形成较大的活性片段(35 kDa) 。

在 300 mg/L SFPS 处理 lovo 细胞 24 、 48 、 72h 后，

也可发现 caspase-9 被激活发生裂解，形成活性片

段。

2.8 Caspase-3 、 caspase-8 、 caspase-9 活性

的检测

比色法检测 caspase 活性的结果显示(图 8B) ，

300 mg/L SFPS 处理 lovo 细胞 12 、 24 、 48 、 72h

后， caspase-3 、 caspase-8 、 caspase-9 活性均有时

间依赖性增高的趋势。 Caspase-9 的活性是在 300

mg/L SFPS 作用 24 h 后才明显高于对照组。而

caspase-3 的活性，在 12 h 仍明显低于 caspase-9 ，

同样浓度处理 24 h 后才高于 caspase-9 ，甚至于在

处理 48 、 72h 后显著提高。但 caspase-8 活性变化

不明显，当 SFPS 作用 72h 后才明显高于对照组。

从图 8A 也可看出，不同浓度的 SFPS 作用 lovo 细胞

后 24 h , caspase-8 的活性并没有显著改变，而

caspase-3 和 caspase-9 的活性相较于对照组，有逐

渐上升的趋势。这提示 SFPS 作用后，启动 caspase-

9 酶原被激活，裂解形成活性片段进而激活下游效

应 caspase-3 。

3 讨论
SFPS 是一种重要的天然大分子物质， 有文献
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(A) (B) 

0.3 r 1.0 
* 
ι 

SFPS 0.8 

0.2 ~ 工- 陋回 *匾阳口 control (J control 
ID 5 mg/L 0.6 1D 12h 

吨‘军 * 叮咛• I fil幢幢蚓 .闹剧 *醒醒目固 50 mg/L 

4 
回 24 h 

回 300 mg/L 0.4 回 48 h 
0.1 H 11脏温回 111酣噩剧 11剧目~ 0500 mg/L * 白 72h-"-

0.2 

。 。

C aspase-8 Caspase-9 Caspase-3 Caspase-8 Caspase-9 Caspase-3 

Fig.8 The activity of caspase-3, caspase-8 and caspase-9 
(A) lovo ceJls treated with 0, 5, 50, 300 and 500 mg/L SFPS for 24 h; (B) lovo ceJls treated with 300 mg/L SFPS for 0, 12, 24, 48 and 72 h, 
respectively. 

报道 SFPS 不仅对荷恼小鼠红细胞膜上 C3b 受体有直

接作用，还能调节血清中红细胞免疫抑制园子和免

疫促进因子的含量和洁性，对红细胞免疫具有明显

促进作用，对淋巳细胞白血病 P388 小鼠红细胞免疫

亦有「促进作用。我们近期研究[4]发现 SFPS 在一定浓

度范围内，诱导人平幼粒白血病细胞系 HL-60 细胞

和人大肠癌 lovo 细胞凋亡未达到抑制肿瘤体外增殖

的日的。

在原来的 L作基础上进一步研究，本实验试图

揭示SFPS诱导 lovo细胞调亡的分子机制及信号转导

通路。在MIT法中我们观察到 SFPS可显著抑制lovo

细胞生长增殖，并且具有明显的量效关系，即浓度

越大抑制作用越强。而不同浓度的 SFPS 对 lovo 细

胞处理 24 h 后'即达到最高峰，随着药物处理时间的

延长，细胞增殖状态基本没有发生明显的变化，维

持在抑制高峰。

另外，实验进→步通过细胞形态、凝胶电泳

及流式细胞术证实SFPS作用后的lovo细胞均出现典

型的凋亡现象，推测 SFPS 在体外是通过启动细胞

凋亡未达到抗肿暗的目的。在膜联蛋白 V-FITC/PI

流式细胞术检测中，发现 300 mg/L SFPS 作用 24 h 

后，细胞的调亡率高达 24.63% 。在一定浓度范围

内， SFPS 作用 lovo 细胞后，调亡细胞百分率随着

浓度增加和时间延长而增加。在 MTT 中 SFPS 作用

lovo 细胞 24 h 盯可发现 500-1000 mg几曲线陡然升

高， f!i调亡率反而 F降，这更说明 SFPS 浓度超过

一定范围后，细胞发生坏死。

凋亡即程序化死亡除在神经系统发育和维持免

疫系统的正常功能具有重要作用外， )圣与肿瘤的发

生发展及复发等有一定的联系。细胞调亡过程至少

从功能上可划分为 3 个明显不同的阶段，即启动

期、效应期和降解期，而 caspase 激活是细胞调亡

效应期的 A个卜分重要的生化事件，对于 caspase 依

赖的细胞凋亡相关疾病， caspase 有可能作为治疗这

些疾病的靶点。比色法检测 caspase ifIi性的结果显

示， caspase-9 的活性是在 300 mg/L SFPS 作用 24

h 后才明显高于对照组。而j caspase-3 的活性，在

12 h 仍明显低于 caspase-9 ，同样浓度处理 24 h 后

才高于 caspase-9，甚至于在处理 48 、 72h 后显著

提高。其中 caspase毛的活性并没有显著改变。另

外，在 Western 印迹检测中也发现了 caspase-9 酶原

被激活形成的活化片段，提示 SFPS 作用后，启动

caspase-9 酶原被撒活，裂解形成洁性片段，进而

激活下游效应 caspase-3 向下逐级级联民导 lovo 细胞

惆亡，达到抑制 lovo 细胞增殖的效果。

正常情况 fl51，胞质中的 caspase-9 以无活性的

酶原形式存在，当细胞接受到外界凋亡信号后，

caspase-9 的前体与胞质中的细胞色素 c 和 Apaf-1 结

合在一起形成调亡体，这个复合体进而激活

caspase-9 ，紧接着活化的 caspase-9 i-lJ 以剪切并激

活 caspase-3 ，使 caspase-3 i舌性增加。 Budihardjo

等问报道，少量 caspase-8 的激活就口J以促使线粒体

释放细胞色素 c。而在 SFPS 诱导 lovo 细胞调亡的过

程中， caspase-9 的激活是由于 caspase-8 的激活促

使线粒体释放细胞色素 C，还是 SFPS 直接可以使线

粒体释放细胞色素 C ，尚有待进一步的研究。

总之， SFPS 对 lovo 细胞的增殖有明显的抑制

作用，其抑制作用是通过 SFPS 诱导 lovo 细胞发生
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凋亡来实现的。在 SFPS 诱导 lovo 细胞调亡的过程

中， caspase-9 的活化片段参与了 caspase-3 的激活，

进而使得泪化的 caspase-3 介导了 lovo 细胞发生凋亡

的信号通路，从而促使调亡的发生。

目前，临床化疗药物不仅使肿瘤细胞产生耐药

性，而且患者因放化疗毒副作用导致的造血系统和

免疫功能的抑制，影响肿瘤患者的营养状态和正常

生理。 Wang 等 [7]在体内实验中，发现从中药里提

取的多精对肿瘤细胞无直接杀伤作用，丽是通过启

动免疫系统仰制肿瘤细胞增殖。在体外，我们也针

对正常人胃勃膜上皮细胞，进行细胞杀伤实验，发

现 SFPS在范围为 5-5000mg/L内对其均无明显杀伤

力。这表明 SFPS 对正常细胞无毒性甚至有 A定的

·研究论文·

保护作用，而对肿瘤细胞有高效的杀伤或抑制作

用。我们的研究只表明了 SFPS 在体外诱导 lovo 细

胞凋亡，达到抗 lovo 的效果，对于药物在体内代

谢后成分结构的生物转化或代谢未能进」步研究。

这也提示我们将通过体内实验进一步探索 SFPS抗肿

瘤的机制。
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Apoptosis in Lovo Cells Induced by SFPS was Associated with a 

Activation of Caspase-'3 Mediated by Caspase-9 

Lin-Lin Yan, Qian Liang飞 Ji-Cheng Li** 
(Institute ofCell Bio[ogy, Zhejiang University, Hangzhou 310031 , China ) 

Abstract Human colorectal cancer (lovo) cells were chosen to study the anti-tumor effects of Sargassum 

fusiforme polysaccharides (SFPS) and explore the significance of caspase-3 , caspase-8 and caspase-9 in the apoptosis 

of lovo cells induced by SFPS. Inhibition of the cell proliferation was measured by MTT assay. SFPS induced 

apoptosis of lovo cells was observed by electron microscopy, f10w cytometry and DNA electrophoresis. And the 

expressions of caspase-3 mRNA and pro-caspase-3 , caspase-9 were tested by RT-PCR and Westem blot. Furthermore, 

caspase-3 , caspase-8 , caspase-9 protease activity was measured by colorimetric assay kit. The results suggested 

that SFPS exhibited obvious anti-proliferative activity. Morphological examination, DNA ladders and f10w cytometry 

analysis obviously showed cell apoptosis with characteristic morphological changes and DNA fragmentation. 

Furthermore, the expression of pro-caspase-3 decreased and the level of caspase-3 mRNA increased with the time 

and dose-dependent manner. However, Westem analysis also showed the cleavage of caspase-9, an initiator caspase 

in SFPS-treated cells. Otherwise, caspase activity assay suggested that SFPS could induce cell apoptosis , which 

was closely accompanied with increase caspase-3 and caspase-9 activation. In conclusion, our study suggested that 

SFPS could induce the apoptosis of lovo cells in vitro resulting in the inhibition of proliferation and SFPS-induced 

apoptosis was associated with activation of caspase-3 mediated by cleavage of caspase-9. 

Key words Sargassum户siforme polysaccharid!es; lovo cell; apoptosis; caspase-3 , caspase-8 and caspase-9 
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